79

Artigo Original

Homocisteina, Folato e Vitamina B12 em Pacientes Colombianos
Portadores de Coronariopatia

Homocysteine, Folate and Vitamin B12 in Colombian Patients with Coronary Disease

Gilberto Carcia, Juanita Trejos, Beatriz Restrepo, Patricia Landédzuri
Facultad de Ciencias de La Salud - Universidad Del Quindio - Colémbia

Resumo
Objetivo: Determinar a existéncia de associacao entre os niveis plasmaticos de homocisteina, folato ou vitamina B12 e
sindrome coronariana aguda em pacientes colombianos.

Métodos: Estudo caso-controle: foram 50 pacientes portadores de sindrome coronariana aguda e 50 pacientes
ambulatoriais sem sindrome coronariana. Foram medidos os niveis de homocisteina, folato e vitamina B12 por meio de
imunoensaio por quimioluminescéncia. Foram também medidos os niveis de colesterol e fracoes, triglicérides, uréia,
creatinina, hemoglobina e hematécrito.

Resultados: As concentragdes plasmaticas médias de homocisteina foram significativamente diferentes entre os casos
(12,4 umol/l = 6,0) e os controles (9,7 umol/l = 2,4), p=0,01. Os niveis de acido félico dos casos foram menores que
os dos controles (respectivamente 10,5 ng/ml = 3,5 x 12,6 ng/ml * 3,6; p=0,01). Foi observada relacao inversa entre os
niveis de folato e os de homocisteina. Nao houve relacao entre os niveis de vitamina B12 e os de homocisteina. Houve
diferenca significativa nos niveis de triglicérides entre os grupos caso e controle (respectivamente 136,91 + 67,27 x
174,3 + 77,6; p=0,01). A razao das chances para hiper-homocisteinemia na sindrome coronariana aguda foi de 4,45
(intervalo de confianca de 95%: 1,5 — 13,3).

Conclusao: O presente estudo demonstrou associacao significativa entre os niveis de homocisteina e sindrome
coronariana aguda em pacientes colombianos semelhante a encontrada em populacées européias e norte-americanas.
Houve correlacao negativa entre os niveis plasmaticos de homocisteina e os de folato. Nao houve associacao entre os
niveis plasmaticos de homocisteina e os de vitamina B12. (Arq Bras Cardiol 2007;89(2):79-85)

Palavras-chave: Homocisteina, folato, vitamina B12, coronariopatia, lipides, acidos pteroilpoliglutamicos.

Summary
Objective: To determine the occurrence of association between homocysteine, folate, or vitamin B12 plasma levels and acute coronary
syndrome in Colombian patients.

Methods: Case control study: cases were 50 patients with acute coronary syndrome and controls were 50 outpatients without coronary
syndrome. Homocysteine, folate and vitamin B12 levels were determined by means of chemiluminescence immunoassay. Cholesterol and
lipoproteins, triglycerides, BUN, creatinine, hemoglobin and hematocrit were also measured.

Results: Mean homocysteine plasma concentrations were significantly different between cases (12.4 umol/l = 6.0) and controls (9.7 umol/l =
2.4), p=0.01. The folic acid levels of the cases were lower than those of the control patients (10.5 ng/ml = 3.5 vs 12.6 ng/ml = 3.6, respectively,
p=0.01). An inverse relationship was found between folate and homocysteine levels. No relationship was observed between vitamin B12 levels and
homocysteine levels. There was a significant difference in triglyceride levels between case and control groups (136.91 + 67.27 vs 174.3 = 77.6,
respectively, p=0.01). The odds ratio for hyperhomocysteinemia in acute coronary syndrome was 4.45 (95% confidence interval: 1.5 - 13.3).

Conclusion: The present study found a significant association between homocysteine levels and acute coronary syndrome in Colombian patients,
similarly to the European and North American populations. There was a negative correlation between homocysteine plasma levels and folate levels.
No association between plasmatic levels of homocysteine and those of vitamin B12 was observed. (Arq Bras Cardiol 2007;89(2):71-76)
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Introdugéo morbimortalidade no mundo, e a segunda na Col6mbia’.
Obesidade, hipercolesterolemia, tabagismo e hipertensao
tém sido reconhecidos como os principais fatores de risco
para doencas cardiovasculares, entretanto ndo explicam
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intermedidrio da via de degradagdo da metionina. O estilo de
vida e defeitos genéticos, tais como deficiéncia nos niveis de
acido félico, vitamina B12 ou B6 podem desempenhar o papel
de cofatores que aumentam os niveis de homocisteina. Alguns
estudos tém mostrado que até 10% dos eventos coronarios
podem ser atribuidos ao aumento dos niveis de homocisteina®.
Outros estudos tém mostrado uma correlagao negativa entre
os niveis de homocisteina e os niveis plasmaticos de acido
folico, vitamina B12 e B6*°. Assim, a hiper-homocisteinemia
é um novo fator de risco cardiovascular que pode ser
modificado pela redugdo da ingestao de homocisteina ou
pela suplementacao alimentar com vitaminas B12 e B6°. A
hiper-homocisteinemia pode ou ndo estar presente como fator
de risco cardiovascular, dependendo da populagao geogréfica
estudada, de forma que o risco aumentado em decorréncia da
hiper-homocisteinemia parece ser diferente em indianos em
comparacao com europeus’. Ha poucos estudos sobre essa
relagdo em populagdes latino-americanas, portanto o objetivo
deste estudo é o de determinar se existe uma associacao
entre homocisteinemia e sindrome coronariana aguda em
pacientes colombianos.

Métodos

Desenho geral do estudo - Foram comparados 50 pacientes
portadores de sindrome coronariana aguda (casos), sendo 31
do sexo masculino e 19 do sexo feminino, e 50 individuos
(controles), sendo 25 do sexo masculino e 25 do sexo feminino,
com idade (entre 18 e 60 anos) e indice de massa corpérea
(IMC) semelhantes. A proporcao caso-controle foi de 1:1.
Para o célculo do tamanho da amostra, o estudo baseou-se
na estimativa de que seriam necessdrios 50 pacientes para
um nivel de significancia de 5%, com poder de 80% e uma
diferenga de razdo das chances estimada em 1,5. A comparagao
abrangeu os niveis plasmaticos de homocisteina, acido félico
e vitamina B12 de todos os 100 participantes. Os casos foram
recrutados dentre os pacientes atendidos no pronto socorro
do Hospital Universitdrio San Juan de Dios, na cidade de
Armenia, por angina instdvel ou estavel ou sintomas de infarto
agudo do miocardio com ou sem sinais eletrocardiogréficos
de elevagao do segmento ST. Foram excluidos os pacientes
fora da faixa etdria ou com antecedente de coronariopatia
conseqiiente ao uso de medicamentos como carbamazepina,
anfetamina, estrégeno ou ao uso de cocaina, ou que estivessem
sob tratamento atual ou crénico com determinadas drogas que
influenciam os niveis de homocisteina, como o metotrexato,
trimetropina, colestiramina e ciclosporina. Foram também
excluidos os pacientes portadores de insuficiéncia renal aguda
ou crdnica, diabetes mellitus, hipotireoidismo e outras formas
de aterosclerose ou insuficiéncia cardiaca cronica. Os controles
eram individuos atendidos no ambulatério do Hospital,
sem doencas cardiovasculares ou outras doencas cronicas,
como insuficiéncia renal. Os mesmos critérios de exclusao
para os casos foram utilizados para os controles. Todos os
participantes eram provenientes da Coldmbia, cuja populagao
€, em sua maior parte, oriunda de uma mistura de europeus
(brancos), africanos (negros) e amerindios (mongoléides)®. A
cidade de Armenia esta geograficamente localizada entre as
ramificacoes central e oriental da Cordilheira dos Andes, e sua
populagdo (600.000 habitantes) pertence a auto-denominada

“comunidade Paisa”®. Documenta-se, que nesta populacao, a
mistura de negros e amerindios é baixa®'". Jimenez e cols."
estimaram os componentes raciais ancestrais na “comunidade
paisa” em 85% de brancos e 15% de amerindios.

Exames laboratoriais - Foram coletadas amostras de sangue
venoso dos casos a admissdo, entre oito e 12 horas apds
o inicio dos sintomas e antes do inicio da trombdlise ou
tratamento com anticoagulantes, e transferidas para tubos
com EDTA (Becton Dickinson). O plasma foi imediatamente
obtido por centrifugacao a 4°C, por 15 minutos a 3000 rpm.
Foram armazenadas aliquotas de plasma para andlise por lote
a 20°C, dentro da primeira hora ap6s a coleta. Nos controles,
as amostras foram obtidas ap6s 12 horas de jejum noturno.

Os niveis plasméticos de homocisteina, vitamina B12 e
acido félico foram determinados pelo Immulite (Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, Califérnia), que é um
analisador de imunoensaio de bancada com recursos
de acesso aleatério continuo, que emprega ensaio de
quimioiluminescéncia amplificada por enzima para detecgao
de anticorpos ou antigenos. A andlise foi feita de acordo com
os protocolos dos fabricantes. A variagao normal dos niveis de
homocisteina era de 5-15 umol/l, a hiper-homocisteinemia
era considerada leve se os valores estivessem entre 15,1 e 30
umol/l, moderada entre 30,1 e 100 umol/l e grave se > 100
umol/l. Foram considerados niveis normais de acido félico
entre seis a 17 ngr/ml, e entre 187 a 900 pgr/ml para vitamina
B12". Foram também realizadas glicemia e lipidemia.

Definicdo das varidveis - Definiu-se hipertensdao como
pressao sistélica acima de 140 mm Hg, e pressao diastélica
acima de 90 mmHg. Definiu-se sedentarismo como menos
de trés dias de exercicios por semana, e tabagismo como pelo
menos um cigarro por més. Definiu-se hipercolesterolemia
como colesterol > 200 mg/dl.

Andlise estatistica - Foi utilizada andlise univariada para
analise dos fatores de risco para sindrome coronariana aguda
(casos). Foram calculadas as médias, os desvios-padrao (DP)
e as medianas dos niveis de homocisteina, perfil lipidico,
acido félico e vitamina B12 dos diferentes grupos. Quando
adequado, foi realizada analise multivariada controlada
para confundidores potenciais (tabagismo atual didrio ou na
maioria dos dias, idade e consumo de café, chd e alcool). Para
as variaveis com distribuicdo normal, utilizou-se o teste t de
Student para valores nao pareados para comparar as variaveis
continuas entre os grupos. Para as varidveis com distribuigao
ndo normal utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Para o
célculo das diferengas em varidveis discretas entre os grupos
utilizou-se o teste do qui-quadrado, sendo também calculada
a razao das chances com intervalos de confianga de 95%. A
analise da correlacao entre as variaveis continuas foi feita por
analise de regressao, com o programa SPSS versao 1.2.

Consideragoes éticas - O estudo foi revisado e aprovado
pelo Conselho de Revisao Institucional (Comité de Etica)
da Universidade de Quindio, sendo assinado um termo
de consentimento livre e esclarecido pelos individuos que
concordaram em participar do estudo.

Resultados

Caracteristicas iniciais dos participantes do estudo - A Tabela
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Tabela 1 - Caracteristicas iniciais da populacao estudada e prevaléncia de fatores de risco cardiovasculares

Variavel Casos Controles
n =50 n =50 p
Total 52,2 6,9 49,6 = 9,8 0,739
Idade (anos) Homens 50,86 + 7,03 48,12 + 10,2 0,116
Mulheres 54 + 6,57 51,16 = 9,28 0,276
indice de massa corpérea (kg/m?) 25,1 = 4,5 25,5+ 4,6 0,322
Glicemia (mg/dl) 87 *= 34,6 76 = 35,8 0,1
Creatinina (mg/dl) 0,8 +0,2 0,8 +0,2 0,2
Fator de risco
Hipertensao (%) 60 4,0 0,001
Hipercolesterolemia (%) 26 6,0 0,006
Sedentarismo (%) 36 16 0,02
AFDC (%) 66 30 0,002
AFH (%) 56 30 0,045
p - nivel de significancia estatistica; AFDC - antecedente familiar de doenca coronariana; AFH - antecedente familiar de hipertensao.
1 mostra as caracteristicas gerais da populagdo estudada.
Idade, sexo e IMC nao foram significativamente diferentes 200
entre os grupos (p > 0,05 para todos). O diagndstico etiolégico 1804 O Casos
da sindrome coronariana aguda para os casos mostra que H Controles
a maioria deles apresentou angina instavel. Os fatores de 160+
risco cardiovasculares mais importantes, como hipertensao, 140
tabagismo, sedentarismo e antecedente familiar positivo para
hipertensao ou doenga cardiovascular, foram mais prevalentes 120+
nos casos do que nos controles, sendo p < 0,05 para todos 1004
os fatores de risco. -
Marcadores bioquimicos - A Figura 1 mostra os resultados
dos niveis de lipides, glicemia e creatinina nos dois grupos. 60+
Os niveis médios de colesterol total e lipoproteinas de baixa 40
densidade (LDL) foram maiores nos casos do que nos controles, 20
porém sem diferenca estatisticamente significativa. Os niveis 1
de lipoproteinas de alta densidade (HDL) foram menores nos 0 . ‘ . :
casos em comparagao aos controles, mas esta diferenca também CcT LDL TG* HDL vLDL *
ndo foi estatisticamente significativa. Vale notar que os niveis de
sl ~Ar [Ny S . _ Fig. 1 - Niveis plasmaticos médios de lipides nos grupos. CT - colesterol total;
trlgllcerldes forgm Slgmﬁcatlvamente maiores nos C?ﬂtl’O'GS (P TG - triglicérides. Todos os dados estdo expressos em mg/dl. *p<0,05 entre
0,02). Os niveis de outros marcadores, como as lipoproteinas casos e controles.

de muito baixa densidade (VLDL), glicemia e creatinina ndo
foram significativamente diferentes entre os casos e controles.
Nao houve correlagao positiva entre os niveis de colesterol e
homocisteina no grupo de casos nem no de controles. Foram
obtidos achados semelhantes quando correlacionados os niveis
de LDL, HDL, VLDL e triglicérides.

Niveis de homocisteina, dcido félico e vitamina B12 nos
casos e controles - Tabela 2 mostra os niveis médios de
homocisteina, 4cido félico e vitamina B12 nos casos e nos
controles. Os niveis de homocisteina nos controles estavam
dentro dos limites normais (9,7 umol/l = 2,4), porém mais
altos nos casos (12,4 umol/l = 6,0). As diferencas nas médias
dos niveis de homocisteina entre os casos e os controles
foram estatisticamente significativas (p = 0,004). Para a
distribuicdo dos niveis de homocisteina, foram encontrados
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Tabela 2 - Niveis de homocisteina, acido félico e vitamina B12

0,01

0,005

391,9 £ 229,3 368,3 1783 0,56

.. Casos
Variavel n =50
Homocisteina
moll 12,4 = 6,0
Acido félico
(ng/ml) 10,7 £ 3,9
Vitamina B12
(pg/ml)

p - nivel de significancia estatistica.
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valores normais (1-15 umol/l) em 80% dos casos e 98% dos
controles. Niveis aumentados de homocisteina (>15 umol/l)
foram encontrados em 20% dos casos e em 2% dos controles.
Niveis acima de 20 umol/l foram encontrados nos casos, mas
nao nos controles (Fig. 2).

Os pacientes do grupo de casos apresentaram niveis de
acido félico menores de maneira estatisticamente significativa
quando comparados aos niveis dos controles. Apenas 8% dos
controles apresentaram niveis baixos de acido félico, 20%
niveis intermedidrios e 72% niveis aumentados. Em relagao
aos casos, 16% apresentaram niveis baixos, 40% niveis
intermedidrios, e apenas 44% niveis aumentados (Fig. 3).
Houve uma correlacao negativa estatisticamente significativa
entre os niveis de homocisteina e os de &cido félico. Nao
houve diferengas significativas entre os casos (381197 pg/ml)

e os controles (368 + 178 pg/ml) quanto aos niveis médios
de vitamina B12. Doze por cento dos controles, mas 80%
dos casos apresentaram niveis de vitamina B12 entre normal
e baixo. Niveis aumentados foram mais freqtientes nos casos
do que nos controles. Nao houve correlagao significativa
entre os niveis de vitamina B12 e homocisteina nos casos
nem nos controles.

Razdo das chances para hiper-homocisteinemia na
sindrome coronariana aguda - A razao das chances para hiper-
homocisteinemia na sindrome coronariana aguda foi de 4,45
(intervalo de confianca de 95%: 1,5-13,3). Foram encontrados
niveis anormalmente aumentados de homocisteina em 56%
dos pacientes com angina instavel, em 34% dos pacientes com
elevacao do segmento ST, em 5% dos pacientes com angina
estavel, e em 5% dos pacientes sem elevacao do segmento

50
Média/DP
Controle: 9,7 + 2,4
Caso: 12,4 £6,0
40 | p=0,01 *
30
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Fig. 2 - Niveis de homocisteina (umol/l) nos casos e controles.
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Fig. 3 - Niveis de dcido félico nos casos e controles.
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ST (Fig. 4). Apds o ajuste de variaveis confundidoras (sexo,
idade), apenas os niveis de homocisteina apresentaram um
correlagdo fortemente positiva com coronariopatia.

Discussao

Foram realizados vérios estudos para demonstrar associagao
entre os niveis de homocisteina e doencas cardiovasculares®*.
Muitos deles mostraram uma associagao significativa®'*'®,
enquanto outros nao conseguiram mostrar tal associagao®'*'”.
Diferengas nas caracteristicas da populagao estudada,
como hdébitos alimentares, uso de suplementos vitaminicos
ou diferencgas étnicas, poderiam explicar os resultados
contraditérios'®.

Ha alguma evidéncia de que a concentragdo média de
homocisteina varia entre os pafses. Diferencas sistematicas
genuinas nas caracteristicas das populagbes estudadas podem
ser responsaveis pelas diferentes estimativas de efeito dos
varios estudos. Testamos a hipétese de que a média dos
niveis de homocisteina seria maior no grupo de pacientes
colombianos portadores de sindrome coronariana aguda do
que nos controles, como ocorre nas populagbes brancas.
Observamos que no grupo de casos houve uma associagao
significativa entre sindrome coronariana aguda e hiper-
homocisteinemia, sendo que a maioria deles apresentava
niveis anormalmente elevados de homocisteina. Estudos em
populagdes norte-americanas e européias estimaram que
10% do risco de coronariopatia pode ser atribuido a niveis
elevados de homocisteina®'’. Os mecanismos pelos quais a
hiper-homocisteinemia poderia induzir coronariopatia sao
mal compreendidos, mas hd evidéncias de dano oxidativo
endotelial®, proliferagdo de musculo liso endotelial®,
oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade* e redugéao
da producao de 6xido nitrico através da inibigao da sintetase
do 6xido nitrico®.

Niveis sanguineos aumentados de homocisteina refletem
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Fig. 4 - Niveis de homocisteina em doenca coronariana. Al - angina instdvel;
EST - estdvel; NEST - ndo-estdvel; AE - angina estavel.
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deficiéncia de folato, vitamina B6 e B12. A deficiéncia de
folato esta ligada a doencas cardiovasculares® e a certos tipos
de cancer, particularmente o colorretal*. Essas associagoes
sao provavelmente devidas aos efeitos da alteragdo do
metabolismo do folato sobre a remetilacdo da homocisteina,
e sintese e metilacao do DNA. A reducdo na remetilacao da
homocisteina pode resultar em concentragdes plasmaticas
elevadas de homocisteina, o que é um fator de risco
independente para doencas cardiovasculares?®. Como em
estudos anteriores®>'>2%%7 também encontramos niveis
baixos de 4cido félico nos casos. Pacientes colombianos de
hospitais universitarios compdem uma populagao de homens
e mulheres predominantemente da classe trabalhadora que,
provavelmente, tém uma dieta mais pobre. Chambers e cols.?,
Toole e cols.?” verificaram que concentragoes plasmaticas
elevadas de homocisteina em pacientes indianos, em
comparagao a controles europeus brancos, eram explicadas
por uma baixa concentracao de folato e vitamina B 12
naqueles pacientes. Em nosso estudo, os casos apresentaram
niveis baixos de folato em comparagdo com os controles,
semelhantes aos das populagbes indianas e a outros resultados
de estudos anteriores'".

O folato plasmatico, em particular, é um forte determinante
da concentracdo de homocisteina, sendo que os niveis
de homocisteina estdao inversamente relacionados com o
consumo de folato, atingindo-se um nivel basal estavel quando
a ingestao de folato ultrapassa 400 ug/dia®*. Desta forma,
Wald e cols.® realizaram uma meta-andlise que demonstrou
uma forte evidéncia de que a associagao entre homocisteina
e doenca cardiovascular é causal, e que a diminuicao da
concentracao de homocisteina em 3 umol/l através da ingestao
de 4cido félico reduziria o risco de doencas cardiovasculares
(doenca cardiaca isquémica, trombose venosa profunda e
acidente vascular cerebral) em 16% a 38%, de forma analoga
a de outros estudos como o HOPE-2 (Heart Outcomes
Prevention Evaluation)?®, VISP (Vitamin Intervention for
Stroke Prevention)?” e WENBIT (Western Norway B-vitamin
Intervention Trial)*®. Em nosso estudo, houve uma correlacdo
significativa entre homocisteina e acido félico. Uma ingestao
mais baixa de folato, que pode ser suficiente para aumentar
os niveis de homocisteina, pode ser relativamente comum na
populacao geral de muitos paises e, no caso dos colombianos,
nao foi diferente. Jimenez e cols.'? consideraram os
componentes raciais ancestrais na “comunidade paisa” como
sendo 85% de brancos e 15% de amerindios; assim, o risco
de coronariopatia nesse grupo de pacientes colombianos (RC
4,45, intervalo de confianga de 95%: 1,5-13,3) foi semelhante
ao da populagdo branca (norte-americanos e europeus). A
esse respeito, Bermudez e cols.*” mostraram que, entre 102
individuos colombianos sadios, oito apresentaram hiper-
homocisteinemia moderada, sendo um deles em condicoes
basais e os outros sete apds sobrecarga de metionina, talvez
devido a deficiéncia de vitamina B6 ou acido félico. Em
contraste com o dcido félico, nao encontramos correlagao
entre os niveis de vitamina B12 e os de homocisteina. Deve
ser notado que ha controvérsias sobre essa relacao, e que
os hdbitos alimentares podem influenciar muito os niveis
plasmaticos de vitamina B1241% 26,

Por outro lado, durante alguns anos, as atengbes
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estiveram voltadas para o papel de varidveis genéticas
para homocistiniria'’?° como possivel causa das
altas concentracoes de homocisteina observadas em
coronariopatas. Polimorfismos em enzimas criticas das vias
bioquimicas do metabolismo da homocisteina (cistationina
B-sintetase, metionina sintetase e metilenotetrahidrofolato
redutase — MTHFR) também poderiam levar a hiper-
homocisteinemia. Deficiéncias dessas enzimas, embora
raras, tém sido descritas e estdo associadas a hiper-
homocisteinemia e notadamente também a doencgas
vasculares®'. Foram descritos dois polimorfismos variantes
relativamente comuns na codificacao genética da MTHFR?'.
Um deles, a mutagao C677T, também pode estar associado
a hiper-homocisteinemia, especialmente na presenca
de concentracoes mais baixas de folato. Na Colémbia,
Bermudez e cols.?” demonstraram uma associagao positiva
entre homozigotos do polimorfismo 677 da MTHFR em
pacientes hiper-homocisteinémicos identificados por teste
de sobrecarga de metionina; demonstraram também que a
freqiéncia desse polimorfismo na Colémbia é a mais alta
descrita na literatura.

Além disso, o presente estudo mostrou que os perfis
lipidicos estavam moderadamente elevados nos pacientes, mas
diferentemente de estudos anteriores, ndo houve associacao
entre os niveis de colesterol total, LDL e homocisteina®.
Ao contrdrio do que era de se esperar, apenas os niveis de
triglicérides foram maiores nos controles em comparagao
com os casos. Acreditamos que isso ndo pode ser explicado
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